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(57) Abstract: An immunoassay kit for the qualitative and quantitative determination of a sample by means of specific binding 
qq partners, such as, for example, antibodies, antigens, receptors and ligands comprises a support or microtitre plate with a number of 
recesses. Said support or microtitre plate is pre-coated with a primary binding partner and the binding partner is applied and fixed 
as a lyophilisate. In addition a reference standard series of the sample to be determined lies in a part of the recesses of the microtitre 
plate with incremental dilution in lyophilised form, 



(57) Zusammenfassung: Ein Immun-Test-Kit fur die qualitative und quantitative Bestimmung einer Probe durch spezifische Bin- 
dungspartner wie z.B. Antikorper, Antigene, Rezeptoren und Liganden besteht aus einer Trager- bzw. einer Mikrotiterplatte mit 
einer Mehrzahl von Vertiefungen, wobei der Trager bzw. die Mikrotiterplatte mit einem primaren Bin dungspartner vorbeschichtet 
ist und der Bindungs partner fixiert als Lyophilisat vorliegt. In einem Teil der Vertiefungen derMikrotiterplatete liegt zusatzlich eine 
Referenz-standardreihe der zu bestimmenden Probe mit inkrementeller Verdunnung in lyophilisierter Form vor. 
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Ouantitativer Einschritt Immuntest in lvoohilisi erter Form 

Die Erfindung bezieht sich auf einen Immun-Test-Kit fiir die 
qualitative und quantitative Bestimmung einer Probe durch 
•spe z-i-f-i s ehe -Bindungspartner w-i e- -z—B— -An-t-i-k©2=per^ — Antd-gene— 
Rezeptoren und Liganden, mit einer Trager- bzw. einer Mikro- 
titerplatte mit einer Mehrzahl von Vertiefungen, wobei der 
Trager bzw. die Mikrotiterplatte mit einem primaren Bindungs- 
partner vorbeschichtet ist und der Bindungspartner fixiert als 
Lyophilisat vorliegt. 

Immuntests, Enzym gekoppelte Immuntests, Fluoreszenz Label 
gekoppelte Immuntests, Lumineszenz Label gekoppelte Immuntests 
oder mit einem anderen Label markierte Immuntests werden in der 
Routinediagnostik und Forschungsdiagnos tik zur Detektion und 
Quantif izierung von Proteinen, zum Beispiel Antigenen, Liganden, 
Rezeptoren, Antikorpern sowie von chemischen Verbindungen ein- 
gesetzt. Stand der Technik ist es, in solchen Test-Kits einen 
der Bindungspartner an einen festen Trager, zum Beispiel eine 
Polys tyrolplatte, zu binden und die weiteren ftir die Versuchs- 
durchfuhrung benotigten Reagentien als separate .Komponent en des 
Testkits hinzuzuf ugen . Diese Reagentien sind ublicherweise das 
nachzuweisende Protein in quantif izierter Form als Konzentrat 
oder Lyopnilisat (Ref erenz standard) , ein Standard- und Proben- 
verdunnungsmedium, der zweite spezifische Bindungspartner in 
gekoppelter Form (Konjugat) als Konzentrat oder Arbeitslosung, 
falls bendtigt ein sekundares Detektionssystem sowie im Falle 
eines Enzymlabels das zum Nachweis benotigte Substrat-Reagenz . 
Zur Terminierung der enzymatischen Reaktion wird eine Stopp- 
losung beigeftigt, zum Herstellen der Arbeitslosungen fur den 
zweiten spezifischen Bindungspartner sowie fiir das Sekundar- 
reagenz stent ein Assaypuf fer zur Verfiigung, welcher meist als 
Konzentrat vorliegt. Da zwischen den Arbeitsschri tten Wasch- 
schritte erforderlich sind, enthalt ein herkommlicher Immun- 
Test-Kit einen Waschpuf f er , tiblicherweise in konzentrierter 
Form. 
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Kommerzielle ELISA Kits bieten dem Anwend^r validierte 
Testsysteme. Die Produkte enthalten alle fur die Testdurch- 
fuhrung erforderlichen Reagentien in optimierten Konzentrationen 
und Mengen sowie ein detailliertes Protokoll zur Durchfiihrung 
-des- -Tes-ts *- -Die ^in-zei-nen-Rea-k-fcdo^ 

konsekutive durchgefuhrt. Die gemeinsame Inkubation von Analyten 
(Standard, Probe) und sekundarem Antikdrper mit der Festphase 
(Cocktail) ist fur eine Vielzahl von Testsystemen moglich. 

Ein typisches Beispiel fur einen Immuntest ist der Sandwich 
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) . 

Typlscher Welse enthalten solche ELISA Kits folgende 
Komponenten : 

• Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, vorbeschichtet mit 
dem primaren Antikorper, geblockt, fixiert. 

• Ref erenzmaterial : Analyt (Standard) in definierter Konzen- 
tration zur Erstellung einer Standardreihe 

• Enzym- (Horse Radish Peroxidase) Oder Biotin-gekoppelter 
S ekundarant ikorper 

• Falls erforderlich Streptavidin-Enzym (Horse Radish Per- 
oxidase) 

• Substratlosung (Tetramethylen-Benzidin) 

• Waschpuffer: Salzlosung zum Waschen der Platten vor der 
Probeninkubation und zwischen den Reaktionsschritten 

• Assay- Puffer: Salzlosung zur Verdunnung des Sekundar- 
antikorpers und Streptavidin-Enzym Konzentrates (Herstellen 
der Arbeitsldsungen) 

• Probenverdiinnungsmedium: Spezifisches flussiges Medium zur 
Verdunnung des Ref erenzmaterials sowie der unbekannten 
Proben 

• Stopp-Losung zur Beendigung der enzymatischen Reaktion 

Zur Test durchfiihrung sind durch den Anwender folgende Arbeits- 
schritte dur chzuf uhren : 
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• Herstellung der Arbeitslosungen 

• Erstellung der Standardreihe durch Verdunnung des Referenz- 
materials 

• Waschen der Mikrotiterplatte 

• Vo-rlegen^es—P^obenver-duimun 

• Auftragen der einzelnen Ref erenzverdunnungen (Standard- 
reihe) 

• Auftragen der unbekannten Proben 

• Zugabe des Enzym- oder Biotin-gekoppelten Sekundaranti- 
k6rpers 

• Waschen der Mikrotiterplatte 

• Optional Zugabe von Streptavidin-Enzym 

• Waschen der Mikrotiterplatte 

• Zugabe des Substrates 

• Zugabe der Stopplosung 

• Messung der optischen Dichte 

Die Erfindung zielt nun darauf ab, die Handhabung derartiger 
Test-Kits zu vereinfachen und neben einer cjualitativen Aussage 
auch quantitative Aussagen zu ermoglichen. Des weiteren zielt 
die Erfindung neben der Reduktion des Arbeit saufwandes und der 
zur Testdurchfuhung benotigten Zeit darauf ab, die Fehler- 
wahrscheinlichkeit fur den Anwender durch Minimierung der 
durchzufiihrenden Arbeitsschritte zu reduzieren. SchlieSlich ist 
es Ziel der vorliegenden _ Erf indung, die Verpackungsvolumina 
sowie Verpackungskosten ebenso wie die Vers andkos ten durch 
deutliche Gewichtsverringerung und Volumsverringerung der Kits 
herabzusetzen und eine logistische Vereinf achung bereitzu- 
stellen, bei welcher standardisierte Basis-Kits mit verbesserter 
Lager fahigkeit des Produktes zur Verfugung ges tell t werden. 

Zur Losung dieser Aufgabe besteht der erf indungsgemaSe Immun- 
Test-Kit im wesentlichen darin, daS in einem Teil der Ver- 
tiefungen der Mikrotiterplatte zusatzlich eine Ref erenzstan- 
dardreihe der zu bestimmenden Probe mit inkrementeller Ver- 
dunnung in lyophilisierter Form vorliegt. Dadurch, da£ der 
Tr&ger bzw. die Mikrotiterplatte zusatzlich bereits eine Refe- 
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renzstandardreihe der zu bestimmenden Probe en thai t, wird die 
Moglichkeit geschaffen, neben einer rein qualitativen Analyse 
auch eine quantitative Abschatzung und eine quantitative Bestim- 
mung durch Interpolation zwischen definierten Testergebnissen im 
-Ber ei ch -zwis chen- -A-nteement-ell -benac-hbar-ten — S tandards— vor-zu^- 
nehmen, wobei der aufwendige Schritt der Herstellung der 
Arbeitslosung des Ref erenzmateriales und der Herstellung der 
entsprechenden Verdiinnungsreihe bei der Laborbestimmung ent- 
fallt. Mit einer derartigen Ausbildung des Immun-Test-Kits, bei 
welcher das Herstellen der Arbeitslosung des Ref erenzmaterials 
und das Auftragen des Standardverdiinnungsmediums in die fur die 
Standardreihe vorgesehenen Vertiefungen der Mikrotiterplatte 
entfallt, l&£t sich somit bereits eine wesentliche Rationali- 
sierung und Vereinf achung des Verfahrens und insbesondere eine 
exakt reproduzierbare Standardreibe vorgeben, wodurch die Feh- 
lerwahrscheinlichkeit bereits wesentlich verringert wird. 

In besonders vorteilhaf ter Weise kann aber die Vorfertigung des 
Immun-Test-Kits noch wesentlich weiter vorangetr i eben werden und 
die notwendigen Bes timmungsschritte fur die Probe weiter 
reduziert werden. Zu dies em Zweck ist mit Vorteil die Ausbildung 
so getroffen, daft die Vertiefungen der Mikrotiterplatte zusatz- 
lich ein Enzym- oder Biotin-gekoppeltes Konjugat eines Sekun- 
darbindungspartners , insbesondere -antikorpers , und im Fall des 
Biotin-gekoppelten Konjugates ein Enzym in lyophilisierter Form 
enthalten. Auf diese Weise wird neben der Standardreihe zur 
Quantif izierung des nachzuweisenden Proteins in definierten 
Proteinkonzentrationen auch der zweite, spezifische mit einem 
der oben genannten Labels gekoppelte Bindungspartner (Konjugat 
in titrierter Konzentration sowie gegebenfalls das sekundare 
Reagenz) zum Nachweis gemeinsam mit dem fest an Phasen gebun- 
denen primaren Bindungspartner bereits in lyophilisierter Form 
in der Festphase eingebracht, wobei die Bereitstellung dieser 
Komponenten in lyophilisierter Form, d. h. somit in bei tiefen 
Temperaturen von etwa -3 0°C dehydrierter Form, die Reaktions- 
kinetik soweit einfriert, da£ keine Vorabreaktion des Ref erenz- 
materials zu befiirchten ist. Da hochverdiinnte Arbeitslosungen 
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ebenso wie begrenzt stabile Losungen nicht vorratig gehalten 
werden, sondern vielmehr erst unmittelbar zu Testbeginn durcb 
Zugabe von LSsungsmittel bzw. Rehydrierung auf dem Trager er- 
zeugt werden, werden weitere mdgliche Fehlerquellen ausge- 
-se3xLossen.- 

In weiterer Verbesserung und zur weiteren Verringerung der 
erf orderlicben Arbeitsschritte bei der Bestimmung ist die 
Ausbildung so getroffen, da& die Vertiefungen der Mikrotiter- 
platte ein Probenverdunnungsmedium in lyophilisierter Form 
enthalten. Das spezifische Probenverdunnungsmedium kann biebei 
bei einer Temperatur von beispielsweise 2°C in der benotigten 
Menge in die entsprechenden Vertief ungen der Mikrotiterplatte 
eirigebracht werden, wobei das Seknndarantikorper-Enzymkonjugat 
bzw. das Gemisch aus SekundSrantikorper-Biotinkonjugat bei 
gleicher Temperatur in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte 
eingebracht werden kann, worauf die so bescbickte Mikro- 
titerplatte einem Gef riertrocknungsprozefi in einer beispiels- 
weise auf -30°C vorgekiihlten Gefriertrocknungsanlage der 
Lyophilisierung unterzogen wird. 

Ein derartiger vorkonf ektionierter Trager bzw. eine derartige 
vorkonf ektionierte Mikrotiterplatte erfordert zur Vervoll- 
standigung des Test-Kits nur mehr eine geringe Anzahl 
zusatzlicher Komponenten, wobei mit Vorteil der Test-Kit zu- 
satzlich zur vorbeschichteten Mikrotiterplatte lediglich Wasch- 
puffer, Substratlosung und Stopplosung enthalt. Far die Be- 
stimmung der Probe ist es somit lediglich erf orderlich, die 
Mikrotiterplatte durch Zugabe definierter Volumina an destil- 
liertem Wasser zu den Vertief ungen der Standardreihe, 
gegebenenfalls den Blanks und den Probenvertief ungen, zu rehy- 
drieren, worauf die unbekannte Probe aufgegeben und inkubiert 
wird. Nach einem Waschen der Mikrotiterplatte und dem Auftragen 
des Substrates in alle fiir den Test verwendeten Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte wird nach vorbestimmter Zeit die Stopplosung 
zugegeben und es kann unmittelbar die Testauswertung vorgenommen 
werden . 
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Mit Vorteil ist die Ausbildung hiebei so getroffen, da& im Falle 
von Biotin-gekoppeltem Sekundarantikdrper-Konjugat als Sekundar- 
reagenz Streptavidin - Horse Radish Peroxidase (HRP) eingesetzt 

-ist-.- 

Insgesamt wird durch die erf indungsgemaEe Ausbildung die 
Testduxchfuhrung fur den Anwender auf die Zugabe der unbekannt en 
Probe sowie die enzymatische Reaktion reduziert, wobei alle 
weiteren Schritte zuvor vom Hersteller des ELiISA Kits durch- 
gefiahrt werden. Die Mikrotiterplatte wird somit beim Hersteller 
mit dem spezifischen Primarantikorper beschichtet, geblockt und 
fixiert, worauf die Platte beispielsweise auf -20°C gekuhlt wird 
und die oben beschriebenen zusatzlichen Schritte zum Einbringen 
der Standardreihe des Probenverdunnimgsmittels sowie des Sekun- 
darantikdrper-Enzymkonjugates bzw. des Gemisches aus Sekundar- 
antikorper-Biotinkonjugates und Streptavi din-Enzymes in defi- 
nierter Weise beim Hersteller vorgenommen werden. Die Test- 
durchfiihrung reduziert sich somit auf die Zugabe der zu ana- 
lysierenden Proben sowie die Testauswertung aufgrund der 
Subs trat f arbung . 

In besonders vorteilhaf ter Weise ist der Iramun-Test-Kit nach der 
vorliegenden Erfindung so ausgestaltet , dass der Test-Kit 
Stabilisatoren fur Peroxidase be ziehungs weise generelle 
Lyoprotektanten wie Proteine (z.B. Albumin (z.B. BSA) Protein 
Hydrolysate (Peptone, Gelatine...) Casein), Polymeren (z.B. 
Dextran, PVA, PVP) , Zucker (z.B. Saccharose, Trehalose, Lactose, 
Xylit, Sorbit, Mannit, Maltose, Glucose, Inosit), 
Bakteriostatische Mittel (z.B. Thimerosal, Proclin) , phenolische 
Substanzen und Aniline auch mit Substituenten (kleine Alkyl- 
Reste Oder Cl, Br...) (z. B. o-Methoxyphenol, o-Methylphenol, p- 
Methylphenol, o-Aminophenol, o-HydroxybenzoesaSure, (o, m oder 
p) -Hydroxybenzylalkohol, Anilin, p-Aminobenzoesaure, p-Methoxy- 
anilin, Benzylalkohol, Benzoesaure, p-Nitrophenol , Benzylamin, 
1-Phenyl-l, 2-ethandiol, trans-1, 2-Cyclohexandiol, cis-1, 2-Cyclo- 
hexandicarbonsaure, Cyclohexylamin) Hydrophobe Verbindungen und 
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Verbindungen und Losungsmitteln (z.B. DMF, Ethylenglykol , DMSO); 
Detergenzien (z.B. Tween-2 0 ) ; Aryl-Borsaureverbindungen (z.B. 
Phenylborsaure , 4-Brom-Phenylborsaure , 3- 

Acetairddophenyl—borsaure, 1-Naphtyl— borsaure) ; Substratanalogen 
(z.B. TMB, Luminol); Poly-Hydroxy-Verbindungen (z.B. Polyole, 
Polyethylenglykol , Glyzerin); Ectoine (z.B. (S)-2-methyl- 
1 , 4 , 5 , 6-tetrahydropyrimidine-4-carbo-xylicacid [ THP (B) ] , ( S , S ) - 
B- 2 -methyl- 5 -hydroxy- 1 , 2 , 4 , 5 , 6- tetra-hydropyrimidine-4- 
carboxylic-acid, [THP (A) ] ) ; Ionen bzw. polyvalente Ionen (z. B. 
Metalionen ( Al, Zn, Mg, Fe, Cu, . . . ) ) ; Komplexbildnern (z.B. 
EDTA); Aminosauren (z.B. Glyzin, Prplin, 4-Hydroxyprolin, Serin, 
Glutamat, Alanin, Lysin, Sarcosin, y-Aminobutyruc acid, 
Phenylalanin) und/oder Substanzen wie TRIS, Salze, Amine, Na- 
Cholate f Saccharose monolaurat, 2-O-B-Mannosylglyzerat enthalt. 

Mit Rucks icht auf die besonders einfache Verf ahrensweise eignet 
sich der vorliegende Imiauntest-Kit fur eine Vielzahl von 
moglichen Anwendungen. In besonders vorteilhaf ter Weise erfolgt 
die Verwendung eines derartigen Imrmmtest-Kits fiir den Einsatz 
in der Forschungsdiagnostik und in- vitro Diagnostik, fur den 
Einsatz in der Erregerserologie, wie zum Beispiel zum Nachweis 
von Infektionen durch HIV f HepV , EBV, CMV usw., fiir den Einsatz 
in der Tumordiagnostik, wie zum Beispiel zum Nachweis von 
Tumormarkern oder Tumor assoziierten Proteinen, 

Vaskula— risierungsmarkern, Metastasierungsmarkern usw., fiir den 
Einsatz in der Allergologie wie zum Beispiel zum Nachweis von 
Tierallergenen, Pf lanzenpollen f Nahrungsbestandteilen usw., fur 
den Einsatz in der Autoimmun-Diagnostik wie zum Beispiel zum 
Nachweis der Auto-Antigene im Bereich ANA/ENA, Diabetes 
mellitus/ IDDM, Schilddriisen Antigene, Autoimmun Hepatitis, APS, 
usw. , fiir den Nachweis von immunologischen Storungen durch 
entziindliche Prozesse oder Infektionen wie zum Beispiel zum 
Nachweis von Zytokinen, Adhasionsmolekiilen, Chemokinen, usw., 
fiir den Nachweis von Anderungen des Hormonhaushaltes wie zum 
Beispiel Ovulationstests, Schwangerschaftstests, usw., fiir den 
Einsatz zum Therapie-Monitoring wie zum Beispiel zum Nachweis 
von therapeutischen Antikorpern und Antigenen, organischen und 
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anorganischen Verbindungen, fur den Nachweis von Z ell tod durch 
Apoptose oder Nekrose und/oder fxir den Nachweis von genetischen 
Veranderungen, genetischen Erkr ankungen . 

-Die -Er-findung-wi-rd--naeh€ol^end --anhand -e-iner-Gegenubers-tel-l-ung- 
zum Stand der Technik naher erlautert, wobei der Stand der 
Technik als Standard- Kit bezeichnet wird, 

2. Komponeziten der ELXSA Kits: 



a) direkt Enzym gekoppeltes Konjugat 





Standard Kit: 




Einschritt Kit der 
vorliegenden Erfindung 


1 


Antikorper- 
bes chi cht e te 
Mikrotiterplatte 


1 


Antikdrper beschichtete 
Mikrotiterplatte inklusive 
S tandardr eihe , 
Pr obenverdiinnungsmedi ura , 
Koni uqatantikorper 


2 


Standardmaterial 






3 


Assav-Puf f er 






4 


Koni uaatant ik6rper 






5 


Probenverdunnunasmediiain 






6 


Waschpuf f er 


2 


Waschpuf fer 


7 


Substratldsung 


3 


Substratlosung 


8 


Stopplosung 


4 


Stopplosunqr 
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b) zweiter Antikorper an Biotin gekoppelt, Sekundarreagenz 
Streptavidin-Horse Radish Peroxidase (HRP) o.&. 





o t auUaiu js.1 t 




fiinscnriLu jmu aer 
vorliedenden Erf induna 




-Ant-ik5rper 

beschichtete 
Mikrotiterplatte 


-1 — 


^^tdrk6rper--besehiclatete 

Mikrotiterplatte inklusive 
S t andar dr eihe , 
Pr obenverdunnungsmedi urn , 
biotinylierter Antikorper, 
Streptavidin-HRP o.a. 


2 


Standardmaterial 






3 


Assav-Puf f er 






4 


Biotinylierter 
Antik5rper 






5 


Streptavidin-HRP o.a. 






6 


Probenverdunnunasmediuin 






7 


Waschpuf f er 


2 


Waschpuf fer 


8 


Substratl5suna 


3 


Subs tr a 1 1 osung 


9 


Stopplosung 


4 


Stopplosung 



2+ ArJbei tsschrltte zur T&stdurchfuhrung-: 



a) direkt Enzym gekoppeltes Konjugafc 





Standard Kit 




Einschritt Kit der 
vorliegenden Erfindung 


1 


Was chen der Antikorper 

beschichteten 

Mikrotiterplatte 






2 


Herstellen der 
Arbeitsldsung des 
Re f er enzma t er i al s 
(Standard) 






3 


Auftragen des 

S t andardverduhnungsmediu 

ms in die fur die 

S t andar dr eihe 

vor ges ehenen 

Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte 






4 


Exteme Oder interne (in 
der Platte) Verdunnung 
der Arbeitslosung des 
Standards in definierte 
Konzentrationen 
( S t andar dreihe ) 
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4a 


Gegebenenfalls 
Eiiibringen der 
Standardverdunnungen in 
die entsprechenden 
Vertiefungen der 
MikrotiterDlatte 






-5 ~ 


-Au-f tragen-des- 
Probenverduimungsmedium 
als Nullwert (blank) in 
die entsprechenden 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 




• 


6 


Einbringen des 
benStigten Volumens des 
Probenverdunnungsmediuins 
in die entsprechenden 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 


1 


Rehydr i erung der 
Mikrotiterplatte (Zugabe 
def inierter Volumina an 
destilliertem Wasser zu den 
Vertiefungen der 
S tandardreihe , Blank und den 
Probenver t i ef ungen ) 


7 


Auftragen der 
unbekaniiten Proben 


2 


Auftragen der unbekannten 
Proben 


8 


Herstellen der 
Arbeitsldsung des HRP- 
Koniuaates o.cL. 






9 


Auftragen des HRP- 
Kon jugates ( o . cl . ) in 
a j. ± e xur aen x es c 
verwendeten Vertiefungen 
der Mikrotiterplatte 






10 


Inkubation 


3 


Inkubation 


11 


Waschen der 
Mikrotiterplatte 


4 


Waschen der Mikrotiterplatte 


12 


Auftragen des Substrates 
in alle fur den Test 
verwendeten Vertiefungen 
der Mikrotiterplatte 




Auftragen des Substrates in 
alle fur den Test verwendeten 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 


13 


Zucrabe der Stopplosunq- 


5 


Zuaabe der Stopplosuna 


14 


Tes tauswertung 


6 


Tes t auswer tuna 


b) zweiter Antikorper an Biotin gekoppelt, Sekundarreagenz 
Streptavidin-Horse Radish Peroxidase (HRP) o.a. 




Standard Kit 




Einschxitt Kit der 
vorliegenden Erfindung 


1 


Waschen der Antikorper 

beschichteten 

Mikrotiterplatte 






2 


Herstellen der 
Arbeitslosung des 
Referenzmaterials 
(Standard) 
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3 


Auf tragen des 

S tandardverdiinnungsmediu 

ms in die fur die 

Standardreihe 

vorges ehenen 

Vertiefungen der 

•Mikro-feifeerpla-tete — 






4 


Ext erne oder interne (in 
der Platte) Verdiinnung 
der Arbeitslosung des 
Standards in definierte 
Konzentrationen 
( S tandardreihe ) 






4a 


Gegebenenf all s 
Einbringen der 
Standardverdiinnungen in 
die entsprechenden 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 






5 


Auf tragen des 
Probenverdiinnungsmedium 
als Nullwert (blank) in 
die entsprechenden 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 






6 


Einbringen des 
bendtigten Volumens des 
Probenverdunniingsmediums 
in die entsprechenden 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 


1 


Rehydrierung der 
Mikrotiterplatte (Zugabe 
definierter Volumina an 
destilliertem Wasser zu den 
Vertiefungen der 
Standardreihe, Blank und den 
Probenvertiefunaen) 


7 


Auf tragen der 
unbekannten Proben 


2 


Auf tragen der unbekannten 
Proben 


8 


Herstellen der 
Arbeitslosung des 
biotinylierten 
Antik6rpers 






9 


Auf tragen des Biotin- 
Konjugates in alle ftir 
den Test verwendeten 
Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte 








Inkuba t i on 






11 


Waschen der 
Mikrotiterplatte 






12 


Herstellen der 

Strep tavidin-HRP o.a. 

Arbei ts losuncr 






13 


Auf tragen der 

Strep tavidin-HRP o.a. 

Losung in alle fiir den 

Test verwendeten 

Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte 
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14 


Inkubation 


3 


Inkubation 


15 


Waschen der 
Mikrotiterplatte 


4 


Waschen der Mikrotiterplatte 


16 


Auftragen des Substrates 
in alle fur den Test 
verwendeten Vertiefungen 
der-Mr3cro"t±t-erT3iat tre 




Auftragen des Substrates in 
alle fur den Test verwendeten 
Vertiefungen der 
~M±krotri Lei. pl"attr er 


17 


Zuaabe der Stopplosuncr 


5 


Zugabe der Stoppl5sung 


18 


Testauswertuncr ] 


6 


Tes tauswertuncr 



Die Erfindung kann hiebei ihre Anwendung zur Detektion von 
Antigenen mit Hilfe eines Paares von Antikorper (Sandwich ELISA) 
finden. Ebenso ist der Nachweis von AntikSrpern mit dem ent- 
sprechenden Antigen moglich. Die Detektion von Rezeptoren bzw. 
Liganden durch den jeweiligen Bindungspartner ist eine weitere 
Moglichkeit der Anwendung der vorliegenden Erfindung, sodafi eine 
groSe Anzahl von Testformaten zur Verfugung' steht . Insbesondere 
kann der Test zum Nachweis von Proteinen, Steroiden, chemischen 
Verbindungen, Medikamenten, Nukleins&uren, und ahnlichen Sub- 
stanzen eingesetzt wer den . 

Die Detektion des Reaktionskonrplexes kann mit Hilfe eines direkt 
gekoppelten Enzymes erfolgen (zum Beispiel Horse Radish 
Peroxidase, Alkalische Phosphatase u.cL ) , uber eine enzymatische 
Reaktion, welche durch einen Sekundarschritt erfolgt (Biotin- 
Streptavidin-HRP, enzym-gekoppelter Antikorper gegen den Detek- 
tionsantikorper u.a.). Jedes weitere Label, welches fur die 
Durchfiihrung eines Immuntestes geeignet ist, wie Fluorochrome, 
Chemiluminenszenz Labels, radioaktive Labels, u.a., kann ebenso 
benutzt werden. 

Der TrSger zur Immobilisierung des primaren Bindungspartners ist 
vorzugsweise eine Polystyrol 96 Well Mikrotiterplatte, wobei 
jedoch jeder andere Tr&ger, der fur die Durchfiihrung eines 
Immuntestes geeignet ist, ebenso fiir die vorliegende Erfindung 
eingesetzt werden kann. 

Die zur Messung eingesetzten Proben konnen alle fliissigen 
Proben, die den Analyten enthalten, im speziellen Korper- 
f liissigkeiten wie Seren, Plasmapraparationen, lokale Korper- 
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flussigkeiten, Vollblut, u.a. sowie Zellkulturtiberst&nde, gepuf- 
ferte i/osungen der Analyten u.a., sein. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von spezif ischen Anwen- 
-dungsbeispielen -naher eriauter-t. 

Anwendung sbe i sp i e 1 1 

Sandwich ELISA zum Nachweis von humanem ICAM-l 

A) Herstellung der Platten in Verbindung mit Proben 
verduimungsmedium, Standardreihe, HRP-Konjugat 

Schritt 1: 
Beschichtung : 

Die 96 well Mikrotiterplatten werden nach dem Stand der Technik 
mit 2,5iig/ml anti-ICAM-1 in PBS Puffer beschichtet (lOOpl pro 
well, uber Nacht Inkubation bei 4°C) . 
Schritt 2: 
Blockierung : 

Die Beschichtungslosung wird abgesaugt, die Platte wird einmal 
mit Waschpuf fer gewaschen (PBS/Tween) . Zur Absattigung der Poly- 
styroloberflSche (Verhinderung unspezif ischer Bindungen) wird 
die Platte mit 300jil pro well PBS/2% BSA blockiert (2h, RT) . 
Schritt 3: 
Fixierung: 

Die Blockierungslosung wird abgesaugt, die Platte zweimal 
gewaschen, pro Well werden 150ul PBS/15% Sucrose hinzugefugt. 
Nacb einer Stunde Inkubation bei RT wird die Fixierungslosung 
dekantiert. Die Platte wird ca. 20 Stunden bei 28°C im Umluft- 
trockenschrank getrocknet. Die Platte wird auf -2 0°C einge- 
froren. 
Scliritt 4: 

Einbringung des Probenverdunnungsmediums : 

Die beschichtete Platte wird im gefrorenen Zustand eingesetzt. 
Das Probenverdunnungsmediuiii wird auf 2°c gektiblt. Zur Erstellung 
der Standardreihe wird in den ersten beiden Reihen der Mikro- 
titerplatte in jede Vertiefung lOOjil Probenverdunnungsmedium 
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vorgelegt. Fur die Bestimmung des Blanks wird in die entspre- 
chenden Vertiefungen lOOul Probenverdunnungsmedium vorgelegt. 
Zur Bestimmung der unbekannten Proben wird in jede entsprechende 
Vertiefung 90ul Probenverdtinnungsmedium vorgelegt. 

SGh3?d-bt—5:. 

Erstellung der Standardreihe: 

Die Arbeitlosung (20ng/ml) des Refer enzmaterials (rekombinantes 
humanes ICAM-1) (2°C) wird in Doppelbestimmung in die beiden 
obersten Vertiefungen auf der linken Seite der Mikrotiterplatte 
eingebracht (100ul/well) . Durch serielle 1:2 Verdunnung in der 
Platte wird eine Standardreihe hergestellt (lOng/ml; 5ng/ml; 
2 , 5ng/na ; 1 , 25ng/ml ; 0 , 63ng/ml ) . 
Schritt 6 1 

Einbringung des HRP-Konjugates : 

Die Arbeitslosung des HRP-Konjugates (anti-ICAM-l-HRP) wird auf 

2°C gekuhlt und rasch in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte 

eingebracht (50pJL/well) . 

Schritt 7: 

Ly ophi 1 i s i erung : 

Die Mikrotiterplatte wird unmittelbar nach Bescliickung mit alien 
Komponenten mit einer Folie abgedeckt und in die auf -30°C 
vorgekuhlte. Gef riertrocknungsanlage eingebracht. Die Lyophili- 
sierung erfolgt ca. 20 Stunden bei -30°C. Die getrocknete Platte 
wird unmittelbar nach der Entnahme aus der Gef riertrocknungs- 
anlage zusammen mit Trocknungsmittel in eine Aluminiumtasche 
eingeschweiSt . 

B ) Tes t dur chf uhrung : 

Die Platte wird aus der Aluminiumtasche genommen. 
Die Standardreihe sowie die Blanks werden- durch Zugabe von 150]al 
destilliertem Wasser pro Vertiefung rehydriert, die Probenver- 
tiefungen durch Zugabe von 140]il H20. In die Probenvertiefungen 
werden je 10pl der unbekannten Probe aufgetragen. Die Platte 
wird mit einer Folie abgedeckt und 1 Stunde bei RT inkubiert. 
Die Platte wird 3mal gewaschen, in jede Vertiefung der Platte 
wird 100y.l Substratltfsung zugegeben. Die Enzymreaktion wird nach 
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15 Minuten durch die Zugabe der Stopplosung (lOOptl) abgebrochen 
und die Farbintensitat in den einzelnen Vertiefungen photo- 
metriscli ausgewertet. 

-Anwendungsbei spiel 2- 

Sandwich ELISA zum Nachweis von humanem Interleukin 10 
(IL-10) 

A) Herstellung der Platten in Verbindung mit Proben- 
verdunnungsmedium, Standardreihe , Bio tin-Kon jugat , 
Streptavidin-HRP 

Schritt 1: 
Beschichtung : 

Die 96 well Mikrotiterplatten werden nach dem Stand der Technik 
mit 5iig/ml anti-IL-10 in PBS Puffer beschichtet (lOOjil pro well, 
uber Nacht Inkubation bei 4°C) . 
Schjritt 2: 
Blockierung : 

Die Beschichtungslosung wird abgesaugt, die Platte wird einmal 
mit Waschpuf fer gewaschen (PBS/Tween) . Zur Absattigung der Poly- 
styroloberf lache (Verhinderung unspezif ischer Bindungen) wird 
die Platte mit 300ul pro well PBS/2% BSA blockiert (2h, RT) . 
Schritt 3: 
Fixierung: 

Die Blockierungslosung wird abgesaugt, die Platte zweimal 
gewaschen, pro Well werden 150^1 PBS/15% Sucrose hinzugef iigt . 
Nach. einer Stunde Inkubation bei RT wird die Fixierungsl 6s ung 
dekantiert. Die Platte wird ca. 20 Stunden bei 28°C im Umluft- 
trockenschrank getrocknet. Die Platte wird auf -20°C einge- 
f roren . 
Schritt 4: 

Eiiibringung des Probenverdurmungs mediums : 

Die beschichtete Platte wird im gefrorenen Zustand eingesetzt. 
Das Probenverdunnungsmedium wird auf 2°C gekuhlt. Zur Erstellung 
der Standardreihe wird in den ersten beiden Reihen der 
Mikrotiterplatte in jede Vertiefung lOOpl Probenverdiinnungs- 
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mediuin vorgelegt. Fur die Bestimmung des Blanks wird in die 
entsprechenden Vertief ungen lOOjil Probenverdiinnungsmediuin vor- 
gelegt. Zur Bestimmung der unbekannten Proben wird in jede Ver- 
tief ung 50ul Probenverdiinnungsmedium vorgelegt, 
-SGh&i t t- -5* 

Erstellung der Standardreihe : 

Die Arbeitlosung (400pg/ml) des Ref erenzmaterials (rekombinantes 
humanes IL-10) (2°C) wird in Doppelbes timniung in die beiden 
obersten Vertiefungen auf der linken Seite der Mikrotiterplatte 
eingebracht (lOGyl/well) . Durch serielle 1:2 Verdtinnung in der 
Platte wird eine S tandardr eihe hergestellt (200 - 3.1 pg/ml) . 
Schritt 6: 

Einbringung des Biotin-Konjugates und Streptavidin-HRP : 

Die Arbeitslosung des Gemisches aus Biotin-Konjugat (anti-IIj-10- 

BT) und Streptavidin-HRP wird auf 2°C gekuhlt und rasch in alle 

Vertiefungen der Mikrotiterplatte eingebracht (50y.l/well) . 

Schritt 7: 

Lyophilisierung: 

Die Mikrotiterplatte wird unmittelbar nach Beschickung mit alien 
Komponenten mit einer Folie abgedeckt und in die auf -3 0°C vor- 
gekiihlte Gef riertrocknungsanlage eingebracht. Die Lyophilisie- 
rung erfolgt ca. 20 Stunden bei -30°C. Die getrocknete Platte 
wird unmittelbar nach der Entnahme aus der Gef riertrocknungs- 
anlage zusammen mit Trocknungsmittel in eine Aluminiumtasche 
eingeschweiSt . 

B) Testdurchfuhrung: 

Die Platte wird aus der Aluminiumt as che genommen. 
Die S tandardr eihe sowie die Blaiiks werden durch Zugabe von 150ul 
destilliertem Wasser pro Vertief ung rehydriert, die Proben- 
vertief ungen durch Zugabe von lOOp.! H20. In die Proben- 
vertief ungen werden je 50jil der unbekannten Probe aufgetragen. 
Die Platte wird mit einer Folie abgedeckt und 3 Stunden bei RT 
inkubiert. Die Platte wird 3mal gewaschen, in jede Vertiefung 
der Platte wird 100p.l Substratlosung zugegeben. Die Enzym- 
reaktion wird nach 15 Minuten durch die Zugabe der Stopplosung 
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(100p.l) abgebrochen und die Farbintensitat in den einzelnen 
Vertiefungen photometrisch ausgewertet. 

Anwendungsbei spiel 3 

-Inver-ser- -Sandwich. ELXSA -zum ---Nacliweis —von huma-nem- 

Antikorpern gegen Interferon alpha ( iFNa ) 

A) Herstellung der Platten in Verbindung mit Proben- 
verdunnungsmedium, Standardreihe, HRP-Konjugat 

Schrltt 1: 

Beschichtung: Die 96 well Hikrotiterplatten werden nach dem 
Stand' der Technik mit lOiag/ml Streptavidin in PBS Puffer be- 
schichtet (100p.l pro well, uber Nacht Inkubation bei 4°C) . 
Schritt 2: 

Spezifische Beschichtung/Blockierung: Die Streptavidin-Beschich- 
tungslosung wird abgesaugt, die Platte wird einmal mit Wasch- 
puffer gewaschen (PBS/Tween) . Zur spezifischen Beschichtung der 
Platte sowie zur Abs&ttigung der Polystyroloberf lache (Verhin- 
derung unspezif ischer Bindungen) wird die Platte mit 300iil pro 
well IFNOC-Biotin Konjugat, liig/ml in PBS/2% BSA beschichtet 

beziebungsweise blockiert (2b, 37°C) . 
Schritt 3: 

Fixierung: Die Beschicbtungs/Blockiemngslosung wird abgesaugt, 
die Platte zweimal gewaschen, pro Well werden 150y.l PBS/15% 
Sucrose hinzugefiigt. Nach einer Stunde Inkubation bei RT wird 
die Fixierungslosung dekantiert. Die Platte wird ca. 20 Stunden 
bei 28°C im Umluf ttrockenschrank getrocknet. Die Platte wird auf 
-20°C eingefroren. 
Schritt 4: 

Einbringung des Probenverdunnungsmediums : 

Die beschicbtete Platte wird im gefrorenen Zustand eingesetzt. 
Das Probenverdunnungsmedium wird auf 2°C gekuhlt. Zur Erstellung 
der Standardreihe wird in den ersten beiden Reihen der 
Mikrotiterplatte in jede Vertiefung lOOul Probenverdunnungs- 
medium vorgelegt. Fur die Bestimmung des Blanks wird in die 
entsprecbenden Vertiefungen 100p.l Probenverdunnungsmedium vor- 
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gelegt. Zur Bestimmung der unbekarm t en Proben wird in jede Ver- 
tiefung 75|il Pr obenver diiimungsmedi um vorgelegt, 
Schritt 5: 

Erstellung der Standardreihe: 

-Die Arbeitlosxmg. -(-200ng/-ml) des -Refjerenzmaterials ^-anti-Jiuman- 
IFNa Antikozper) (2°C) wird in Doppelbestiiranung in die beiden 

obersten Vertiefungen auf der linken Seite der Mikrotiterplatte 
eingebracht (lOOul/well) . Durch serielle 1:.2 Verdiinnung in der 
Platte wird eine Standardreihe hergestellt (100 - l,6ng/ml) . 
Schritt 6: 

Einbringung des HRP-Kon j ugates : 

Die Arbeitslosung des HRP-gekoppelten IFNOC Proteins wird auf 2°C 
gekuhlt und rasch in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte ein- 
gebracht (50ul/well) . 
Schritt 7: 
Lyophilisierung : 

Die Mikrotiterplatte wird unmittelbar nach Beschickung mit alien 
Komponenten mit einer Folie abgedeckt und in die auf -30°C 
vorgekuhlte Gef riertrocknungsanlage eingebracht. Die Lyophili- 
sierung erfolgt ca. 20 Stunden bei -30°C. Die getrocknete Platte 
wird unmittelbar nach der Entnahme aus der Gef riertrocknungs- 
anlage zusammen mit Trocknungsmittel in eine Aluminiumtasche 
eingeschweifit . 

B ) Tes tdur chf iihrung : 

Die Platte wird aus der Aluminiumtasche genommen . 

Die Standardreihe sowie die Blanks werden durch Zugabe von 150tjl1 
destilliertem Wasser pro Vertiefung rehydriert, die Probenver- 
tiefungen durch Zugabe von 125ul H20.In die Probenvertiefungen 
werden je 25pl der unbekannten Probe aufgetragen. Die Platte 
wird mit einer Folie abgedeckt und 2 Stunden bei RT inku- 
biert.Die Platte wird 3mal gewaschen, in jede Vertiefung der 
Platte wird lOOyil Substratlosung zugegeben. Die Enzymreaktion 
wird nach 15 Minuten durch die Zugabe der Stopplosung (lOOul) 
abgebrochen und die Farbintensitat in den einzelnen Vertiefungen 
photometrisch ausgewertet. 
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Anwendung sb e i sp i e 1 4 

BioLlSA zum Nachweis von. humanem Tumor Necrosis Factor 
alpha (TNFOC) (Rezeptor-Liganden Bindung) 

A) -Her s-t el-lung - der- -Platten -in---Verbiiidiiiig — mi-t -Proben- 
verdunnungsmedium, Standardreihe , Biotin-Kon jugat , 
Streptavidin-HRP 

Schritt 1: 
Bes chi chtung : 

Die 96 well Mikrotiterplatten werden nach dem Stand der Technik 
mit lug/ml rekombinantem TNF-Rezeptor in PBS Puffer beschichtet 
(lOOul pro well, uber Nacht Inkubation bei 4°C) . 
Schritt 2: 
Blockierung: 

Die Beschichtungslosung wird abgesaugt, die Platte wird einmal 
mit Waschpuf fer gewaschen (PBS/Tween) . Zur Absattigung der Poly- 
s tyro loberfl ache (Verhinderung unspezif ischer Bindungen) wird 
die Platte mit 300ul pro well PBS/2% BSA blockiert (2h, RT) . 
Schritt 3: 
Fixierung: 

Die Blockierungslosung wird abgesaugt, die Platte zweimal ge- 
waschen, pro Well werden 150ul PBS/15% Sucrose hinzugefugt. Nach 
einer Stunde Inkubation bei RT wird die Fixierungslosung dekan- 
tiert. Die Platte wird ca. 20 Stunden bei 28°C im Umluft- 
trockenschrank getrocknet. Die Platte wird auf -20°C ein- 
gefroren. 
Schritt 4: 

Einbringung des Probenverdunnungsmediums : 

Die beschichtete Platte wird im gefrorenen Zustand eingesetzt. 
Das Probenverdunnungsmedium wird auf 2°C gekuhlt. Zur Erstellung 
der Standardreihe wird in den ersten beiden Reihen der 
Mikrotiterplatte in jede Vertiefung lOOul Probenverdunnungs- 
medium vorgelegt. Fur die Bestimmung des Blanks wird in die ent- 
sprechenden Vertiefungen lOOul Probenverdunnungsmedium vor- 
gelegt. Zur Bestimmung der unbekannten Proben wird in jede 
Vertiefung 50ul Probenverdunnungsmedium vorgelegt. 
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Schritt 5: 

Erstellung der Standardreihe : 

Die Arbeitlosung (2000pg/ml) des Ref erenzmaterials (rekombi- 
nantes humanes TNFa) (2°C) wird in Doppelbestimmung in die 

-beiden— ober-sten -Vert-iefungen - auf —der— i Linke— Seite— der. -J£ikro--=-- 
titerplatte eingebracht (lOOial/well) . Durch serielle 1:2 Ver- 
dunnung in der Platte wird eine Standardreihe hergestellt (1000 
- 16 pg/ml) 
Schritt 6: 

Einbringung des Biotin-Konjugates und Streptavidin-HRP: 

Die Arbeitsldsung des Gemisches aus Biotin-Konjugates (anti- 

TNFoc-BT) und Streptavidin-HRP wird auf 2°C gekuh.lt und rasch in 

alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte eingebracht (50ul/well)\ 
Schritt 7: 
Lyophi 1 is i erung : 

Die Mikrotiterplatte wird unmittelbar nach Beschickung mit alien 
Komponenten mit einer Folie abgedeckt und in die auf -3 0°C 
vorgekuhlte Gefriertrocknungsanlage eingebracht. Die Lyophili- 
sierung erfolgt ca. 20 Stunden bei -30°C. Die getrocknete Platte 
wird unmittelbar nach der Entnahme aus der Gefriertrocknung- 
sanlage zusammen mit Trocknungsmittel in Aluminiumtaschen ein- 
geschweiSt . 

B ) Tes tdurchfiihrung : 

Die Platte wird aus der Aluminiumtasche genommen. 
Die Standardreihe sowie die Blanks werden durch Zugabe von 150pl 
destilliertem Wasser pro Vertiefung rehydriert, die Probenver- 
tiefungen durch Zugabe von lOOjal H20. In die Probenvertiefungen 
werden je 50p.l der unbekannten Probe aufgetragen. Die Platte 
wird mit einer Folie abgedeckt und uber Nacht bei 4°C inkubiert. 
Die Platte wird 3mal gewaschen, in jede Vertiefung der Platte 
wird lOOp.1 Substratlosung zugegeben. Die Enzymreaktion wird nach 
15 Minuten durch die Zugabe der Stopplosung (100p.l) abgebrochen 
und die Farbintensitat in den einzelnen Vertiefungen photo- 
metrisch ausgewertet. 
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Anspriiche : 

1. Immun-Test-Kit fur die qualitative und quantitative 
Bestimmung einer Probe durch spezifische Bindungspartner wie 
-z .-B-* - -Antd-korper , Antigene-, -Rezeptoren—und -^iganden v — mi.t--einer-- 
Trager- bzw. einer Mikrotiterplatte mit einer Mehrzahl von Ver- 
tiefungen, wobei der' TrMger bzw. die Mikrotiterplatte mit einem 
primaren Bindungspartner vorbeschichtet ist und der Bindungs- 
partner fixiert als Lyophilisat vorliegt, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS in einem Teil der Vertiefungen der Mikrotiter- 
platte zusatzlich eine Ref erenzstandardreihe der zu bestimmenden 
Probe mit inkrementeller Verdunnung in. lyophilisierter Form 
vorliegt. 

2. Iiratrun-Test-Kit nach Anspruch 1, dadurch. gekennzeichnet , HaR 
die Vertiefungen der Mikrotiterplatte zusatzlich ein Enzym- oder 
Biotin-gekoppeltes Konjugat eines Sekund&rbindungspartners , 
insbesondere -antikorpers, und im Fall des Biotin-gekoppelten 
Konjugates ein Enzym in lyophilisierter Form enthalten. 

3. Immun-Test-Kit nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Vertiefungen der Mikrotiterplatte ein Proben- 
verdunnungsmedium in lyophilisierter Form en thai ten. 

4. Immun-Test-Kit nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Test-Kit zusatzlich zur vorbeschichteten 
Mikrotiterplatte lediglich Waschpuffer, Substratlosung und 
Stopplosung enthS.lt. 

5. Immun-Test-Kit nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, da£ im Falle von Biotin-gekoppeltem Sekundar- 
antikdrper-Konjugat als Sekundarreagenz Streptavidin - Horse 
Radish Peroxidase (HRP) eingesetzt ist. 

6. Immun-Test-Kit nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Test-Kit Stabilisatoren fur Peroxidase 
beziehungsweise generelle Lyoprotektanten wie Proteine 
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(z.B. Albumin (z.B. BSA) Protein Hydrolysate (Peptone, Gela- 
tine...) Casein) und/oder Polymere (z.B. Dextran, PVA, PVP) , 
Zucker (z.B. Saccharose, Trehalose, Lactose, Xylit, Sorbit, 
Mannit, Maltose, Glucose, Inosit) und/oder Bakteriostatische 
-Mittel .-.(z.^B.„.jrhiinerosal^. Proclin) und/o der phe nolische Sub- 
stanzen und Aniline auch mit Substituenten (kleine Alkyl-Reste 
oder CI, Br...) (z. B. o-Methoxyphenol , o-Methylphenol, p- 
Methylphenol , o-Arainophenol , o-Hydroxybenzoesa&ure, (o, m oder 
p ) -Hydr oxybenzylalkohol , Anilin , p-Aminobenzoesaure , p-Me thoxy- 
anilin, Benzylalkohol , Benzoesaure, p-Nitrophenol, Benzylamin, 
1-Phenyl-l, 2-ethandiol, trans-1, 2-Cyclohexandiol, cis-1, 2-Cyclo- 
hexandicarbonsaure, Cyclohexylamin) und/oder Hydrophobe Ver- 
bindungen und/oder Losungsmittel (z.B. DMF, Ethylenglykol, DMSO) 
und/oder Detergenzien (z.B. Tween-20) und/oder Aryl-Borsaurever- 
bindungen (z.B. Phenylbors^ure, 4-Brom-Phenylborsaure, 3-Aceta- 
midophenylborsaure, 1-Naphtylborsaure) und/oder Substratanaloge 
(z.B. TMB, Luminol) und/oder Poly-Hydroxy-Verbindungen (z.B. 
Polyole, Polyethylenglykol, Glyzerin) und/oder Ectoine (z.B. 
(S) -2-methyl-l, 4, 5, 6-tetrahydropyrimidine-4-carboxylic-acid 
[THP(B) ] , (S,S)-£-2-methyl-5-hydroxy-l,2,4,5, 6-tetrahydropyri- 
midine-4-carboxylicacid, [THP ( A) ] ) und/oder Ionen bzw. 
polyvalente Ionen (z . B. Metallionen (Al, Zn, Mg, Fe, Cu, . . . ) ) 
und/oder Komplexbildner (z.B. EDTA) und/oder Aminos aur en (z.B. 
Glyzin, Prolin, 4-Hydroxyprolin, Serin, Glutamat, Alanin, Lysin, 
Sarcosin, y-Aminobutyruc acid, Phenylalanin) und/oder Substanzen 
wie TRIS, Salze, Amine, Na-Cholate, Saccharose monolaurat 
und/oder 2-0-£-Mannosylglyzerat enthalt. 

7 . Verwendung eines Immun-Test-Kits nach einem Anspriiche 1 bis 
6, fur den Einsatz in der Forschungsdiagnostik und in-vitro 
Diagnostik, fur den Einsatz in der Erregerserologie, wie zum 
Beispiel zum Nachweis von Infektionen durch HIV, HepV , EBV, CMV 
usw. , fur den Einsatz in der Tumordiagnostik, wie zum Beispiel 
zum Nachweis von Tumormarkern oder Tumor assoziierten Proteinen, 
Vaskularisierungsmarkern, Metastasierungsmarkern usw., fiir den 
Einsatz in der Allergologie wie zum Beispiel zum Nachweis von 
Tierallergenen, Pf lanzenpollen, Nahrungsbestandteilen usw. , ftir 
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den Einsatz in der Autoimmun-Diagnostik wie zum Beispiel zum 
Nachweis der Auto-Antigene im Bereich ANA/ENA, Diabetes 
mellitus/ IDDM, Schilddriisen Antigene, Autoimmun Hepatitis, APS, 
usw. , fur den Nachweis von immunologischen St5rungen durch 
-entzxindliche -Brozesse-oder- -Inf ektionen -wie— zum --Beispiel— zum. 
Nachweis von Zytokinen, Adhasionsmolekulen, Chemokinen, usw., 
fur den Nachweis von Anderungen des Hormonhaushaltes wie zum 
Beispiel Ovulationstests, Schwangerschaf tstests , usw., fur den 
Einsatz zum Therapie-Monitoring wie zum Beispiel zum Nachweis 
von therapeutischen AntikSrpern und Antigenen,/ organischen und 
anorganischen Verbindungen , fur den Nachweis von Zelltod durch 
Apoptose oder Nekrose und/oder fur den Nachweis von genetischen 
Ver Anderungen, genetischen Erkrankungen . 
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